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論　文　の　内　容　の　要　旨
（目的）
　糖鎖は細胞間コミュニケーション・シグナル伝達などをはじめ，タンパクの機能に深く関与していると考
えられている。癌においても糖鎖はその生物学的悪性度の規定に関与していると考えられている。これまで
に，何種類かの癌においてタンパク上の N-結合型糖鎖の β1-6側鎖の伸長と悪性度との関わりが示されてい
る。また，この β1-6側鎖の先には galactose β1-4-N-acetylglucosamine β1-3の繰り返し構造からなるポリラ
クトサミン構造が伸長し，さらにその末端にシアリルルイス抗原も持つ事も知られている。シアリルルイス
a/x抗原は癌の血行性転移にかかわるセレクチンのリガンドの糖鎖抗原として知られ，大腸癌においてもシ
アリルルイス x抗原と予後との関連が示されている。このように N-結合型糖鎖の β1-6側鎖とポリラクトサ
ミンの伸張は大腸癌において，その生物学的悪性度と関連が示唆されている。本研究の目的は，糖鎖を合成
する糖転移酵素遺伝子をバイオインフォマティクスを用いてクローニングし，大腸癌においてその酵素発現
の亢進を認めるかどうか解析をすることである。
（方法）
　データべースからの既知の糖転移酵素遺伝子でホモロジー検索を行い，それらの中から既に明らかにした
β1,3結合を行う糖転移酵素に保存されているアミノ酸配列モチーフや，遺伝子の構造から候補遺伝子を検
索した。それを細胞株 Colo205の cDNAよりクローニングした。クローニングした酵素の膜貫通部を欠失
させ，N末に FLAGタグを挿入し pFLAG-CMV3ベクターに組み込み HEK293Tにて分泌発現させた。その
組み換え酵素を anti-FLAGレジンにて回収し，それを酵素源として単糖・オリゴ糖・コア構造および糖タン
パクを基質に in vitroで活性を測定した。また，PAラベル化 N-結合型糖鎖を基質に活性を測定した。Open 
Reading Frameを pcDNA3.1（+）ベクターに組み込み，HCT-15に遺伝子導入した。そしてその細胞表面の
糖鎖構造に変化を LEAレクチンおよび PHA-L4レクチンで ﬂowcytometryにて解析した。各組織および各消
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化器癌由来細胞株，大腸癌患者症例（癌部・非癌部）について定量的リアルタイム PCRにてその発現を解
析した。
（結果）
　in vitro活性：Galβ1-4GlcNAcα-pNpなどの基質に GlcNAc転移活性を示した。N-結合型糖鎖を有する糖タ
ンパクにおいては α1-acid-glycoprotein（複合型 2-4本鎖）および ovomucoid（複合型 5本鎖）に活性を認め
るものの，ovalbumin（高マンノース型・混成型）や transferrin（複合型 2本鎖）に対しては認めなかった。
α1-acid-glycoprotein・ovomucoidへのシグナルは N-結合型糖鎖を消化する Glycopeptidase Fによる処理に
て消失し，これらの糖タンパク質の N-結合型糖鎖上への活性が示唆された。PAラベル化 N-緒合型糖鎖に
対する GlcNAc転移活性では，2本鎖，3本鎖については活性を認めないものの 4本鎖 N-結合型糖鎖につ
いて活性を認めた。β3Gn-T8遺伝子導入細胞解析：ポリラクトサミン構造を認識する LEAレクチンおよび
β1-6鎖が分岐した 3本鎖または 4本鎖を認識する PHA-L4の反応性が β3Gn-T8導入した HCT-15にて mock
導入株より亢進していた。定量的リアルタイム PCRによる発現の解析：組織における発現では小腸・膵臓・
脾臓・骨髄の発現が高く，それ以外も大腸・前立腺以外はユビキタスに発現を認めた。大腸癌症例において
は非癌部組織においてはほとんど発現を認めないものの癌部においてはその発現の亢進を認めた。各消化器
癌由来細胞株を用いた検討でも大腸癌由来のものが他臓器由来のものよりその発現が多かった。
（考察）
　今回クローニングした β3Gn-T8は in vitroでは 4本鎖 N-結合型糖鎖への活性を認め，遺伝子導入細胞に
おいてもポリラクトサミンの伸長と β1-6鎖の N-結合型糖鎖への反応性が亢進しており，4本鎖 N-結合型糖
鎖上のポリラクトサミンの伸長に関与していると考えられた。MGAT5によって作られる β1-6鎖の N-結合
型糖鎖は大腸癌において転移や予後に関連が示唆された。この β1-6鎖の N-結合型糖鎖にはポリラクトサミ
ンが伸長する事が知られており，本酵素の基質特異性や発現パターンから大腸癌において β1-6鎖上のポリ
ラクトサミンの伸張に関わっている可能性が示唆された。
審　査　の　結　果　の　要　旨
　本論文は，糖転移酵素 β1,3-N-アセチルグルコサミン転移酵素（β3Gn-T8）を新たにクローニングし，細
胞へ遺伝子導入，高分岐の N-結合型糖鎖上に N-アセチルグルコサミン転移活性を確認したこと，加えて，
大腸において癌部で非癌部に比べて遺伝子発現が亢進することを明らかにしたことなど新しい癌の悪性化，
進展メカニズムを解析した点が高く評価される。これらの内容は雑誌 FEBS letters（2005年）に掲載されて
おり，癌の悪性化，進展様式の解明，加えて臨床診断に寄与する貴重な研究といえる。
　よって，著者は博士（医学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
